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Popularnonaukowy opis badan

Celem mojego projektu doktorskiego jest stworzenie narzedzi molekularnych do badania procesow
biologicznych, w ktdre zaangazowana jest struktura konca 5 informacyjnego RNA (mRNA), zwana kapem.
Narzedzia te sg wykorzystywane do badan struktury i mechanizmu oddziatywan chemicznie modyfikowanego
kapu ze specyficznymi biatkami i enzymami. Struktura kapu poprzez wiazanie si¢ Z r6znego rodzaju biatkami
jest odpowiedzialna za regulacj¢ wielu waznych procesow biologicznych zwigzanych m.in. z produkcjg biatek
w komorce, dzicki czemu posiada znaczny potencjat terapeutyczny. Jej chemiczne modyfikacje zapewniaja
pozadane wlasciwosci biologiczne i farmakologiczne, takie jak zwigkszona trwato$¢ w warunkach
komoérkowych oraz konkurencyjno$¢ z naturalnie wystgpujacymi czasteczkami mRNA. Wyniki uzyskane
w toku realizacji projektu pozwolg na zrozumienie wpltywu modyfikacji chemicznych na oddzialywania
struktury kapu z biatkami, a w konsekwencji racjonalne projektowanie nowych jej analogéw o wiasciwosciach
farmakologicznych, jak rowniez narzedzi do badania procesow biologicznych zaleznych od kapu.

Niniejszy projekt sktada si¢ z dwoch glownych czgséci, obejmujacych syntezg¢ chemiczng modyfikowanych
analogow naturalnej struktury kapu oraz badania strukturalne ich kompleksow z biatkami metoda
krystalografii rentgenowskiej. Do glownych wyzwan czesci syntetycznej nalezy opracowanie metody syntezy
krotkich fragmentdéw RNA zakonczonych strukturg kapu i jej modyfikowanymi analogami. W tym celu
zastosowano podejScie modutowe, oparte na Iaczeniu dwoch fragmentéw za pomoca bardzo szybkiej
i wydajnej reakcji chemicznej —tzw. ,,click chemistry”. Wymagato ono przeksztatcenia kapu oraz fragmentow
RNA w odpowiednie reaktywne pochodne. W toku realizacji tej czesci projektu opracowano metode syntezy
5’-azydkéw RNA i zobrazowano jej potencjat w syntezie kapowanych oligonukleotydéw oraz innej waznej,
a jednoczesnie wymagajacej pod wzgledem syntetycznym, klasy zwigzkow, jakimi sg cykliczne RNA.

Szereg analogow kapu, zawierajacych roznego rodzaju modyfikacje chemiczne, poddany zostat kokrystalizacji
z dwoma najwazniejszymi biatkami wiazacymi kap — czynnikiem inicjujacym translacje elF4E oraz enzymem
hydrolitycznym DcpS, w celu wyznaczenia struktury przestrzennej komplekséw metoda rentgenografii.
Uzyskane w ten sposob modele komplekséw przyniosty cenne informacje na temat wptywu modyfikacji
chemicznych na geometri¢ i oddzialywania kapu z biatkami. Do najwazniejszych wynikow badan
strukturalnych uzyskanych do tej pory nalezy wyjasnienie wptywu modyfikacji B-tiofosforanowej na
stabilizacje kompleksu kap-eIF4E. Jest to szczegolnie istotne w kontekscie wykorzystania tego typu analogow
do konstrukcji tzw. szczepionek mRNA, begdacych obiektem badan klinicznych (zakonczona 1 faza dla kilku
z zastosowan). Na podstawie struktury krystalograficznej udalo si¢ tez wyjasni¢ mechanizm blokowania
dziatania enzymu DcpS (zidentyfikowany jako cel terapeutyczny w leczeniu rdzeniowego zaniku mig$ni)
przez tioestrowy analog kapu, bedacy jednym z jego najsilniejszych znanych inhibitorow.

Uzupehieniem badan krystalograficznych, utatwiajacym analize i interpretacj¢ danych strukturalnych, jest
spektroskopia NMR czy izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC). Pierwsza z tych technik umozliwia
m. in. analiz¢ geometrii i réwnowag konformacyjnych niezwigzanych przez biatka analogéw kapu
w roztworze, podczas gdy ITC dostarcza szczegétowych informacji na temat efektow energetycznych
tworzenia kompleksu kap-biatko. Informacje te sg szczeg6lnie istotne podczas porownywania whasciwosci
analogow o bardzo zblizonej strukturze.



